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Technisches Gebiet 

Die vorliegende Erfindung betrifft neue lipolytische Enzyme. Genauer stellt die 
Erfindung neue lipolytische Enzyme bereit, die von Fusarium culmorum abstain- 
men. 

Allgemeiner. Stand der Technik 

Lipolytische Enzyme finden zahlreiche industrielle Anwendungen. Alkalische 
Lipasen sind von besonderem Interesse fiir die Verwendung in Detergens- 
Zusammerisetzungen. 

Alkalische Lipasen mikrobieller Herkunft wurden beschrieben einschliefllich Li- 
pasen, die von Fusarium erhalten wurden. Jedoch wurden bislaiig niemals Lipasen 
offenbart, die von Fusarium culmorum erhalten wurden. 

Zusammenfassung der Erfindung 

Ein Gegenstand der Erfindung ist die Bereitstellung neuer alkalischer lipolytischer 
Enzyme (EC 3.1.1.3). 

DemgemSB stellt die Erfindung in ihrem ersten Aspekt ein lipolytisches Enzym 
bereit, das von Fusarium culmorum abstammt. 

Das Enzym hat ein pH-Optimum im Bereich von ungefahr 7 bis ungefahr pH 9, 
genauer um pH 8, wenn dieser bei 30°C mit Tributyrin als. Substrat bestimmt 
wird. 
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Das Eazym hat die nachfolgende N-tenninale Aminosauresequenz (vgl. SEQ ID 
NO:l): 

Ala^al-Ser-Val-Ser-Thr-T^ 
5 Gly-Ala-Ala-Ala-Tyr-Xaa-Asn-. 


In ihrem zweiten Aspekt stellt die Erfindung ein Verfahren zur Zubereitung eines 
lipolytischen Enzyms bereit, dieses Verfahren umfasst die Kultivierung eihes Li- 
pase-produzierenden Stanunes von Fusarium culmorum in einem geeigneten 
Nahrmedium, enthalfend Kohlenstoff- und Stickstoffquellen und andere anorga- 
nisch Salze, gefolgt von der Gewinnung des lipolytischen Enzyms. 

In ihrem dritten Aspekt stellt die Erfindung ein Verfahren zur Zubereitung des 
lipolytischen Enzyms bereit, dieses Verfahren umfasst die Isolierung eines DNA- 
15 Fragments kodierend filr das lipolytische Enzym; Kombinieren des DNA- 
Fragments mit einem geeigneten Expressionssignal in einem geeigneten Plasmid- 
vektor; Einfilhren des Plasmidvektors in einen geeigneten Wirt entweder als ein 
sich autonom replizierendes Plasmid. oder integriert in das Chromosom; Kultivie- 
ren des Wirtsorganismus unter Bedingungen, die zur Expression des lipolytischen 
20 Enzyms filhren; und Gewinnen des Enzyms aus dem Kulturmedium. 

In weiteren Aspekten stellt die Erfindung Detergens-Zusammensetzungen ebenso 
wie Detergens- Additive bereit, die das erfindungsgemSBe lipolytische Enzym um- 
fassen. 

25 

SchlieBlich stellt die Erfindung eine biologisch reine Kultur des Stammes Fusari- 
um culmorum CBS 513.94 bereit. 


10 
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Genaue Offenbarung der Erfindung 


Die Mikroorganismen 

Die Erfindung stellt lipolytische Enzyme bereit, die von einem Stamm des Pilzes 
Fitsarium culmorum abstammen. Fusarium culmorum ist eine bekannte Spezies 
und StSmme von Fusarium culmorum wurden hinterlegt und sind 6ffentlich er- 
haitlich von Hinterlegungsstellen, z.B. Deutsche Sammlung von Mikroorganis- 
men und Zellkulturen GmbH (DSM), Deutschland und American Type Culture 
Collection (ATCC), USA. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform stellt die Erfindung ein lipolytisches En- 
zym bereit, das abstammt von dem Stamm Fusarium culmorum DSM 1094, Fusa- 
rium culmorum DSM Fusarium culmorum 62184, Fusarium culmorum DSM 
62188, Fusarium culmorum DSM 62191, Fusarium culmorum DSM 62223, Fu- 
sarium culmorum ATCC 12656, Fusarium culmorum ATCC 15620, Fusarium 
culmorum ATCC 16430, Fusarium culmorum ATCC 16551, Fusarfunrculmorum 
ATCC 26556, Fusarium culmorum ATCC 34910, Fusarium culmorum ATCC 
34913, Fusarium culmorum ATCC 36017, Fusarium culmorum ATCC 36879, 
Fusarium culmorum ATCC 36881, Fusarium culmorum ATCC 36886, Fusarium 
culmorum ATCC 44417, Fusarium culmorum ATCC 46040, Fusarium culmorum 
ATCC 56088, Fusarium culmorum ATCC 56089, Fusarium culmorum ATCC 
60275, Fusarium culmorum ATCC 60362, Fusarium culmorum ATCC 62214, 
Fusarium culmorum ATCC 62215, Fusarium culmorum ATCC 64075 oder eine 
Mutahte oder eine Variante hiervon. 

In ihrer am meisten bevorzugten Ausfiihrungsform stellt die Erfindung ein lipoly- 
tisches Enzym bereit, welches abstammt von dem Stamm Fusarium culmorum 


ill ♦ • • 
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CBS 5 13.94 oder einer Mutante oder einer Variante hiervon. Dieser Stamm wurde 
gemafi des Budapester Vertrags Ober die intemationale Anerkennung der Hinter- 
legung von Mikroorganismen filr die Zwecke von Patentverfahren beira Centraal- 
bureau Voor Schimmelcultures (CBS), Qosterstraat 1, Postbus 273, NL-3740 AG 
5 Baarn, Niederlande, am 25. Oktober 1 994 hinterlegt. 


In einem anderen Aspekt stellt die Erfindung eine biologisch reine Kultur des 
Stammes Fusarium culmorum CBS 5 13.94 bereit 


10 Physikalisch-chemische Eigenschaften 

In bevorzugten Ausftlhrungsformen kOnnen die lipolytischen Enzyme der Erfin- 
dung dadurch charakterisiert werden, dass sie eine oder mehrfereder folgenden 
physikalisch-chemischen Eigenschaften ausweisen. 


15 Das Enzym hat ein Molekulargewicht von 28,4 kDa, bestimmt durch Mas- 
senspektrometrie. 

Zubereitung des lipolytischen Enzyms 

Das erfindungsgemSBe lipolytische Enzym kann durch Kultivierung eines Stam- 
20 mes von Fusarium culmorum in einem geeigneten Nahrmedium enthaltend Koh- 
lenstoff- und Stickstoffquellen und anorganische Salze, gefolgt von der Gewin- 
nung der Lipase hergestellt werden. In einer bevorzugten AusfUhrungsform ist der 
Lipase-herstellende Stamm der Stamm Fusarium culmorum CBS 513.94 oder eine 
Mutante oder eine Variante hiervon. 


Das lipolytische Enzym kann eberifalls erhalten werden durch rekombinante 
DNA-Technologie, durch Verfahren, die per se im Stand der Technik bekannt 
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sind, z.B. Isolierung eines DNA-Fragments kodierend fOr die Lipase, Kombinie- 
ren des DNA-Fragments mit geeignetem/n Expressionssignal(en) in einem geeig- 
neten Vektor, EinfUhren des Vektors oder Teilen hiervon in einen geeigneten 
Wirt, entweder als ein sich autonom replizierendes Plasmid oder integriert in das 
Chromosom, Kultivieren des Wirtsorganismus unler Bedingungen, die zur Ex- 
pression der Lipase fiihren und Gewinnen der Lipase aus dem Kultunnedium. 

In bevorzugten Ausfiihrungsformen der Erfindung ist der Wirtsorganismus bakte- 
rieller Herkunft, bevorzugt ein Escherichia coli Stamm oder ein Bacillus Stamm 
oder ein Streptomyces Stamm oder fimgaier Herkunft, bevorzugt em Aspergillus 
Stamm, ein Neurospora Stamm, ein Fusarium Stamm oder ein Trichoderma 
Stamm oder eine Hefezelle, bevorzugt ein Saccharomyces Stamm oder ein Kluy- 
veromyces Stamm oder ein Hartsenula Stamm oder ein Pichia Stamm. 

Nach der Kultivierung kann das lipolytische Enzym durch konventionelle Verfah- 
ren, wie hydrophobe Chromatographic, Ionenaustauschchromatographie oder 
Kombinationen hiervon von der Brtihekultur zuriickgewonnen und gereinigt wer- 
den. 

Lipolytische Aktivitat 

Die lipolytische Aktivitat kann durch die Verwendung yon Tributyrin als Substrat 
bestinunt werden. Dieses Verfahren basiert auf der Hydrolyse von Tributyrin 
durch das. Enzym und der alkalische Verbrauch wird als eine Funktion der Zeit 
registriert. 

Eine Lipaseeinheit (Lipase Unit, LU) ist definiert als die Menge an Enzym, wel- 
che unter Standardbedingungen (d.h., bei 30,0°C; pH 7,0; und Tributyrin als Sub- 
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strat), 1 ^imol titrierbare ButtersSure pro Minute freisetzt. Als Emulgator wird 
Gummiarabikum verwendet. 


Ein Ordner AF 95/5, der diese analytische Methode detaillierter beschreibt, ist auf 
5 Nachfrage erh&ltlich von Novo Nordisk A/S, Danemark, dieser Ordner ist hiennit 
unter Bezugnahme einbezogen. 


Detergens-Zusammensetzungen 

Das erfindungsgemSBe lipolytische Enzym kann typischerweise eine Komponente 

10 einer Detergens-Zusammensetzung sein. Als solches kann es in der Detergens- 
Zusammensetzung in Form eines nicht-staubenden Granulats, einer stabilisierten 
Flussigkeit oder eines geschtitzten Enzymes enthalten sein, Nicht-staubende Gra- 
nulate kSnnen, beispielsweise wie in US 4,106,991 und 4,661,452 (beide von No- 
vo Industri A/S) offenbart, hergestellt werden und kSnnen wahlweise durch im 

15 Stand der Technik bekannter Methoden Qberzogen werden. Beispiele von wachs- 
artigen Oberzugmaterialien sihd Poyl(ethylenoxid)-Produkte (Poylethylenglykol, 
PEG) mit mittleren Molekulargewichten von 1000 bis 20.000; ethoxylierte No- 
nylphenole, die 16 bis 50 Ethylenoxid-Einheiten haben; ethoxylierteTettalkohole, 
in welchen der Alkohol von 12 bis 20 Kohlenstoffatome enthalt, xind in welchen 

20 15 bis 80 Ethylenoxid-Einheiten vorhanden sind; Fettalkohole; FettsSuren; und 
. Mono-, Di- und Triglyceride von Fettsauren. Beispiele von filmbildenden Ober- 
zugsmaterialien, welche durch FlieBbett-Techniken zur Anwendung geeignet sind, 
sind in dem Patent GB 1483591 gegeben. Fltissige Enzymzubereitungen konnen 
zum Beispiel durch HinzufUgen eines Polyols, wie Propylenglykol, eines Zuckers 

25 oder Zuckeralkohols, MilchsSure oder BorsSure, nach etablierten Verfahren stabi- 
lisiert werden. Andere Enzymstabilisierer sind im Stand der Technik gut bekannt. 
Geschdtzte Enzyme kdnnen nach dem in der EP 238,216 offenbarten Verfahren 
zubereitet werden. 
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Die erfindungsgemSBe Detergens-Zusammensetzung kann in jeder geeigneten 
Form vorliegen, z.B. aJs Pulver, Kfirnchen, Paste oder Fltlssigkeit. Ein flussiges 
Detergens kann wSssrig sein, typischerweise bis zu 70 % Wasser und 0-30 % or- 
ganisches L5sungsmittel enthaltend, oder nicht-wassrig sein. 

Die Detergens-Zusammensetzung umfasst ein oder mehrere Tenside, von denen 
jedes anionisch, nicht-ionisch, kationisch oder zwitterionisch sein kann. Das De- 
tergens enthait tiblicherweise 0-50 % eines anionischen Tensides, wie lineares 
Alkylbenzolsulfonat (LAS), alpha-Olefinsulfonat (AOS), Alkylsulfat (Fettalko- 
holsulfat) (AS), Alkoholethoxysulfat (AEOS oder AES), sekundSre Alkansulfo- 
nate (SAS), dpha-Sulfofetteauremethylester, Alkyl- oder Alkeriylsuccinsaure oder 
Seife. Es kann ebenfalls 0-40 % nicht-ionische Tenside enthalten, wie Alkohol- 
ethoxylat (AEO oder AE), carboxylierte Alkoholethoxylate, Nonylphenolethoxy- 
lat, Alkylpolyglykosid, Alkyldimethylaminoxid, ethoxyliertes Fettsauremo- 
noethanolamid, Fettsauremonoethanolamid oder Polyhydroxyalkylfeusauramid 
(z.B. wie in WO 92/061 54 beschrieben). 

Die Detergens-Zusammensetzung kann zusStzlich ein oder mehrere andere Enzy- 
me enthalten, die herkOmmlich in Detergens-Zusammensetzungen Verwendet 
werden, wie eine Amylase, eine Kutinase, eine Protease, eine Celluiase, eine Pe- 
roxidase und/oder eine Oxidase. 

Das Detergens kann 1-65 % eines Detergens-Bildners oder komplexierenden A- 
gens, wie Zeolith, Diphosphat, Triphosphat, Phosphonat, Citrat, Nitrilotriessigsau- 
re (NT A), EthylendiamintetraessigsSure (EDTA), DiethylentriaminpentaessigsSu- 
re (DTMPA), Alkyl- oder Alkenyisuccinsaure, lSsliche Silicate oder geschichtete 
Silicate (zJB. SKS-6 von Hoechst), Das' Detergens kann ebenso ungebildet, d.h., 
im wesentlichen frei von Detergens-Bildnern, sein. 


• • •* 
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Das Detergens kann ein oder mehrere Polymere urafassen. Beispiele sind Carbo- 
xymethylcellulose (CMC), Poly(vinylpyrrolidon) (PVP), Poylethylenglykol 
(PEG), Poly(vinylalkohol) (PVA), Poylcarboxylate, wie Polyacrylate, Malein- 
/Acryls&urecopolymere uhd Laurylmethacrylal-/Acrylsaurecopolymere, 

5 

Das Detergens kann ein Bleichsystem enthalten, welches eine fyCVQuelle, wie 
Perborat oder Percarbonat, umfasst, welche mit einem Persaure-foraienden Blei- 
chaktivator, wie Tetraacetylethylendiam (TAED) oder Nonanoyloxybenzolsulfo- 
nat (NOBS) kombiniert sein kann. Alternativ kann das Bleichsystem PeroxysSu- 
10 ren von, z.B. dem Amid-, Imid- oder Sulfontyp, umfassen. 


Die Enzyme der erfindungsgemaBen Detergens-Zusammensetzung kdnnen unter 
Verwendung herkommlicher stabilisierender Agenzien, z.B. eines Poylols, wie 
Propylenglykol oder Glycerol, eines Zuckers oder Zuckeralkohols, Milchs&ure, 
15 Borsaure oder eines BorsSure-Derivats, wie z.B, ein aromatischer Boratester sta- 
bilisiert werden und die Zusaimnensetzung kann, wie z.B. in WO 92/19709 und 
WO 92/1 9708 beschrieben, formuliert werden. 

Das Detergens kanri ebenso andere herkSmmliche Detergens-Bestandteile enthal- 
20 ten, wie z.B. Strukturverbesserer, die Lehm enthalten, Seifen-Verstarker, Seifen- 
laugenunterdrQcker, Anti-Rostmittel, Boden-suspendierende Agenzien, Anti- 
Boden-rflckverschmutzende (anti-soil-redeposition) Agenzien, Farben, Bakterizi- 
de, optische Aufheller oder Duftstoff. 


25 Der pH (gemessen in wSssriger Ldsung bei verwendeter Konzentration) ist ge- 
wShnlich neutral oder alkalisch, z.B. im Bereich von 7-11. 
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Besondere Formen von Detergens-Zusammensetzungen unter dem Schutzbereicb 
der Erfindung enthalten: 

1) Eine Detergens-Zusammensetzung, formuliert als ein Granulat, mit einer 
Rohdichte von mindestens 600 g/1 umfassend 


Lineares Alkylbenzolsulfonat (berechnet als Saure) 

7-12 % 

Alkohblethoxysulfonat (z.B. CiMg-Alkohol, 1-2 EO) oder Alkyl- 
sulfat (z.B. Ciwg) 

1-4% 

Alkoholethoxylat (z.B. Ci4-is-Alkohol, 7 EO) 

5-9 % 

Natriumcarbonat (wie NajCOj) 

14-20% 

Losliches Silicat (wie Na 2 0, 2Si02> 

2-6 % 

Zeolith(wieNaAlSi04) 

15-22 % 

Natriumsulfat (wie Na2S04> 

0-6 % 

Natriumcitrat/Zitronensaure (wie C 6 HsNa30yC6H 8 07) 

0-15 % 

Natrimperborat (wie NaB03.H 2 0) 

11-18% 

TAED 

2-6% 

Carboxymethylcellulose 

. o-2% 

Polymere (z.B. Malein-/Acrylsaurecopolymer, PVP, PEG) 

0-3 % 

Enzyme (berechnet als reines Enzymprotein) 

0,0001-0,1 % 

Nebenbestandteile (z.B. SeifenlaugenunterdrQcker, Duftstoff, 
optischer Aufheller, Photobleichmittel) 

0-5% 

2) Eine Detergens-Zusammensetzung, formuliert als Granulat mit einer Roh- 
dichte von mindestens 600 g/1 umfassend 

Lineares Alkylbenzolsulfonat (berechnet als Saure) 

6-11% 

Alkoholethoxysulfonat (z.B. Cu-ig-Alkohol, 1-2 EO oder Alkyl- 
sulfat (z.B. C| 6 .i») 

1-3% 
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Alkoholethoxylat (z.B. Ci 4 .i5-Alkohoi, 7 EO) 

c f\ as 

5-9 % 

Nalnumcarbonat (wie Na 2 CC>3) 

K Of 0/ 
13-/1 /o 

LSshches Sihcat (wie Na 2 0, 2S1O2) 

1 AO/ 

1-4 yo 

Zeohth (wie NaAlSi04> 

O A 1 A 0/ 

24-34 % 

Natnumsulfat (wie Na 2 S<J4) 

A 1 A 0/ 

4-10 % 

Natriumcitrat/Zitronensaure (wie CsHsNajOr/CeHsO?) 

0-15% 

Carboxymethylcellulose 

0-2 % 

Polymere (z.B. Malein-/Acrylsaurecopolymer, PVP, PEG) 

1-6% 

Enzyme (berechnet als reines Enzymprotein) 

0,0001-0,1 % 

Nebenbestandteile (z.B. Seifenlaugenunterdrucker, Duftstoff) 

0-5 % 

3) Eine Detergens-Zusaramensetzung, formuliert als Granulat mit einer Roh- 
dichte von mindestens 600 g/1 umfassend 

Lineares Alkylbenzolsulfonat (berechnet als S&ure) 

5-9 % 

Alkoholethoxylat (z.B. C| 2 -i5-Alkohol, 7 EO) 

. 7-14% 

Seife als FettsSure (z.B. Ci6-22-Fettsaure) 

1-3 % 

Natriumcarbonat (wie Na2C03) 

10-17 % 

LCsliches Silicat (wie Na 2 0, 2Si0 2 ) 

3-9 % 

Zeolith (wie NaAlSi0 4 ) 

23-33 % 

Natnumsulfat (wie Na 2 S04) 

0-4% 

Natriumperborat (wie NaB03-H 2 0) 

8-16% 

TAED 

2-8 % 

Phosphonat (z.B. EDTMPA) 

0-1 % 

Carboxymethylcellulose 

0-2 % 

Polymere (z.B. Malein-/Acryls&urecopolymer, PVP, PEG) 

0-3 % 

Enzyme (berechnet als reines Enzymprotein) 

0,0001-0,1 % 

Nebenbestandteile (z.B. Seifenlaugenunterdrilcker, Duftstoff, 
optischer Aufheller) 

0-5% 
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4) Eine Detergens-Zusanunensetzung, formuliert als Granulat mit einer Roh- 

dichte von mindestens 600 g/I umfassend 


jLincdrcs /vuwyioenzQLsuuonai ^oerecnnei <us oaure ) 

8-12 % 

/\iKUxiuicuiuxyiai \s 12-15 "ALKonoij / CXJ) 

10-25 % 

lNaUlUIuCaTDOiiai ^Wle lNa2w\/3^ 

14-22 % 

LrOSUCAcS OlUCai ^Wie InHjU, 

1-5 % 

Zeolith(wieNaAlSi0 4 ) 

25-35 % 

Natriumsulfat (wie Na 2 S04) 

0-10 % 

Carboxymethylcellulose 

0-2 % 

Polymere (z.B. Malein-/Acryls8urecopolymer, PVP, PEG) 

1-3 % 

Enzyme (berechnet als reines Enzymprotein) 

0,0001-0,1 % 

Nebenbestandteile (z.B. Seifenlaugenunterdriicker, Duftstoff) 

0-5 % 

5) Eine wassrige fldssige Detergens-Zusanunensetzung umfassend 

Lineares Alkylberizolsulfonat (berechnet als Saure) 

15-21 % 

Alkoholethoxylat (z.B, CtM 5 -Alkohol, 7 EO oder Cu-is-Alkohol, 
5 EO) 

22-18 % 

Seife als Fettsaure (z.B. GlsSure) 

3-13% 

Alkenylsuccinsfiure (Ci2-i4) 

0-13% 

Aminoethanol 

8-18 % 

Zitronensiure 

2-8 % 

Pbosphonat 

0-3 % 

Polymere (z.B. PVP, PEG) 

0-3 % 

Borat (wie B4O7) 

0-2% 

Ethanol 

0-3 % 

Propylenglykol 

8-14% 

Enzyme (berechnet als reines Enzymprotein) 

0,0001-0,1 % 
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Nebenbestandteile (z.B. Dispergiermittel, SeifenlaugenunterdrQ- 
cker, Duftstoff, optischer Aufheller) 


0-5 % 


6) Eine wSssrige strukturierte flUssige Detergens-Zusammensetzung umfassend 


Lineares Alkylbenzolsulfonat (berechnet als Saure) 

15-21 % 

Alkoholethoxylat (z.B. Cu-is-Alkohol, 7 EO oder Cn-is-Alkohol, 
5EO) 

3-9 % 

Seife als Fettsaure (z.B. Olsaure) 

3-10% 

Zeolith (wie NaAlSi0 4 ) 

14-22 % 

Kaliumcitrat 

9-18% 

Borat (wie B<0 7 ) 

0-2 % 

Carboxymethylcellulose 

0-2% 

Polymere (z.B. PEG, PVP) 

0-3 % 

Ankerpolymere, wie z.B. Laurylmethacrylat- 
/Acrylsaurecopolymer; molares Verhaltnis 25:1; MW 3800 

0-3 % 

Glycerol 

0-5 % 

Enzyme (berechnet als reines Enzyraprotein) 

0,0001- 0,1 % 

Nebenbestandteile (z.B. Dispergiermittel, Seifenlaugenunterdrii- 
cker, Duftstoff, optischer Aufheller) 

0-5 % 


7) Eine Detergens-Zusammensetzung, formuliert als Granulat mit einer Roh- 
dichte von mindestens 600 g/1 umfassend 


Fettalkpholsulfat 

5-10% 

Ethoxyliertes Fettsauremonoethanolamid 

3-9 % 

Seife als FettsSure 

0-3 % 

Natriuracarbonat (wie Na2C03) 

5-10% 

L6sliches Silicat (wie Na 2 0,2Si0 2 ) 

1-4% 

Zeolith (wie NaAlSiOO 

20-40 % 


Natriumsulfat (wie NajSO*) 

2-8 % 

Natriumperborat (wie NaBC^.ffeO) 

12-18% 

TAED 

2-7 % 

Polymers (z.B. Malem-/Acrylsaurecopolymer, PEG) 

1-5 % 

Enzyme (berechnet als reines Enzymprotein) 

0,0001-0,1 % 

Nebenbestandteile (z.B. optischer Aufheller, Seifenlaugenunter- 
drQcker, Duftstofi) 

0-5 % 

8) Eine Detergens-Zusaramensetzung foimuliert als Granulat umfassend 

Lineares Alkylbenzolsulfonat (berechnet als Saure) 

8-14 % 

Ethoxyliertes Fettsauremonoethanolamid 

5-11 % 

Seife als Fettsaure 

0-3 % 

Natriumcarbonat (wie Na2COj) 

4-10% 

Losliches Silicat (wie Na 2 0, 2SiCh) 

1-4% 

Zeolith(wieNaAlSi0 4 ) 

30-50 % 

Natriumsulfat (wie Na2S04) 

3-11% 

Natriumcitrat (wie C6H 5 Naj07) 

5-12 % 

Polymere (z.B. PVP, Malein-/Acrylsaurecopolymer, PEG) 

1-5 % 

Enzyme (berechnet als reines Enzymprotein) 

0,0001-0,1 % 

Nebenbestandteile (z.B. SeifenlaugenunterdrUcker, Duftstoff) 

0-5 % 

9) Eine Detergens-Zusanunensetzung formuliert als Granulat umfassend 

Lineares Alkylbenzolsulfonat (berechnet als Saure) 

6-12% 

Nicht-ionisches Tensid 

1-4% 

Seife als Fettsaure 

2-6% 

Natriumcarbonat (wie Na2CC>3). 

14-22% 

Zeolith(wieNaAlSi0 4 ) 

18-32% 
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Natriumsulfat (wie NajSO^ 

5-20 % 

Natriumcitrat (wie CeHsNasO?) 

3-8 % 

Natriumperborat (wie NaBCb-HjO) 

4-9 % 

Bleichaktivator (z.B. NOBS oder TAED) 

1-5 % 

Carboxymethylcellulose 

0-2% 

Polymere (z.B. Polycarboxylat oder PEG) 

1-5% 

Enzyme (berechnet als reines Enzymprotein) 

0,0001-0,1 % 

Nebenbestandteile (z.B. optischer Aufheller, DuftstoS) 

0-5 % 

10) Eine wassrige flttssige Detergens-Zusammensetzung umfassend 

Lineares Alkylbenzolsulfonat (berechnet als SSure) 

15-23 % 

Alkoholethoxysulfat (z.B. Cu-is-Alkohol, 2-3 EO) 

8-15 % 

Alkoholethoxylat (z.B. Cu-is-Alkohol, 7 EO oder Cu-is-Alkohol, 
5EO) 

3-9 % 

Seife als Fettsaure (z.B. Laurinsaure) 

0-3% 

Aminoethanol 

1-5 % 

Natriximcitrat 

5-10 % 

Hydrotropikum (z.B. Natriumtoluolsulfonat) 

2-6 % 

Borat (wie B 4 0 7 ) 

0-2% 

Carboxymethylcellulose 

0-1% 

Ethanol 

1-3 % 

Propylenglykol 

2-5 % 

Enzyme (berechnet als reines Enzymprotein) 

0,0001-0,1 % 

Nebenbestandteile (z.B. Polymere, Dispergiermittel, Duftstoff, 
optischer Aufheller) 

0-5 % 
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1 1) Eine wSssrige flflssige Detergens-Zusammensetzung urafassend 


Lineares Alkylbenzolsulfonat (berechnet als SSure) 

20-32% 

Alkoholethoxylat (z.B. Ci 2 .i5-Alkohol, 7 EO oder Ci 2 .i5-Alkohol, 
5EO) 

6-12% 

Aminoethanol 

2^6% 

ZitronensSure 

8-14% 

Borat (wie B4O7) 

1-3% 

Polymer (z.B, Malein-/Acrylsaurecopolymer r Ankerpolymer, wie 
z.B. Laiirylmethacrylat-ZAcrylsaurecopolymer) . 

0-3 % 

Glycerol 

3.8% 

Enzyme (berechnet als reines Enzymprotein) 

0,0001-0,1 % 

Nebenbestandteile (z.B. Hydrotropika, Dispergiermittel, Duft- 
stoff, optischer Aufheller) 

0-5 % 

12) Eine Detergens-Zusammensetzung, foimuliert als Granulat mit einer Roh- 

dichte von mindestens 600 g/1 umfassend 


Anionisches Tensid (lineares Alkylbenzolsulfonat, Alkylsulfat, 
alpha-OIefinsulfonat, alpha-Sulfofetts&uremethylester, Alkansul- 
fonate, Seife) 

25-40 % 

Nicht-ionisches Tensid (z.B. Alkoholethoxylat) 

1-10% 

Natriumcarbonat (wie Na2C03) 

8-25% 

LOsIiche Silicate (wie Na 2 0,2Si02) 

5-15% 

Natriumsulfat (wie Na2SC>4) 

0-5% 

Zeolith(wieNaAlSi0 4 ) 

15-28% 

Natriumperborat (wie NaB0 3 .4H 2 0) 

0-20% 

Bleichaktivator (TAED oder NOBS) 

0-5 % 

Enzyme (berechnet als reines Enzymprotein) 

0,0001-0,1 % 

Nebenbestandteile (z.B, Duftstoff, optischer Aufheller) 

0-3 % 
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1 3) Detergens-Zusammensetzungei) wie in 1) - 12) beschrieben, wobei das ge- 
samte oder Teile des linearen Alkylbenzolsulfonats durch (Cu-Cis)- 
Alkylsulfat ersetzt ist/sind. 

14) Eine Detergens-Zusammensetzung, formuliert als Granulat mit einer Roh- 
dichte von mindestens 600 g/1 umfassend 


(C| 2 -C]g)-Alkylsulfat 

9-15 % 

Alkoholethoxylat 

3-6 % 

PolyhydroxyalkylfettsSureamid 

1-5 % 

Zeolith (wie NaA 1 Si0 4 ) 

10-20% 

geschichtetes Disilicat (z.B. SK56 von Hoechst) 

10-20% 

Natriumcarbonat (wie Na 2 C03) 

3-12 % 

Losliches Silicat (wie Na 2 0, ISiCh) 

0-6 % 

Natriumcitrat 

4-8 % 

Natriumpercarbonat 

13-22% 

TAED 

3-8 % 

Polymere (z.B. Polycarboxylate und PVP) 

... _ 0-5 % 

Enzyme (berechnet als reines Enzymprotein) . 

0,0001-0,1 % 

Nebenbestandteile (z.B. optischer Aufheller, Photobleichmittel, 
Duftstoff, SeifenlaugenunterdrQcker) 

0-5 % 

15)Eine Detergens-Zusammensetzung, formuliert als Granulat mit einer Roh- 
dichte von mindestens 600 g/1 umfassend 

(C| 2 -Ci8)-Alkylsulfat 

4-8 % 

Alkoholethoxylat 

11-15% 

Seife 

1-4% 

Zeolith MAP oder Zeolith A 

35-45 % 
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Natriumcarbonat (wie Na2C03) 

2-8 % 

Idsliches Silicat (wie Na 2 0, 2Si02) 

0-4 % 

Natriumpercarbonat 

13-22% 


1-8 % 

Carboxymethylcellulose 

0-3 % 

Polymere (z.B. Polycarboxylate und PVP) 

0-3 % 

Enzyme (berechnet als reines Enzymprotein) 

0,0001-0,1 % 

Nebenbestandteile (zJJ. optischer Aufheller, Phosphonat, Duft- 
stoff) 

0-3% 


16) Detergens-Formulierungen wie in 1) bis 15) beschrieben, welche eine stabili- 
sierte oder verkapselte PersSure, enthalten, entweder als eine zusStzliche 
Komponente oder als ein Substituent flir bereits spezifizierte Bleichsysteme. 

17) Detergens-Zusammensetzungen wie in 1), 3), 7), 9) und 12) beschrieben, 
worin Perborat durch Percarbonat ersetzt ist. 

18) Detergens-Zusaramensetzungcn wie in 1), 3), 7), 9), 12), M^und 15) be- 
schrieben, welche zusStzlich einen Mangan-Katalysator enthalten. Der Man- 
gan-Katalysator kann, z.B: eine der Komponente sein, die in "Efficient man- 
ganese catalysts for low-temperature bleaching", Natur 369 r 1994, pp. 637- 
639, beschrieben ist. 

19) Detergens-Zusammensetzungen, formuliert als nicht-wassrige Detergens- 
FlQssigkeit, umfassend ein flttssiges nicht-ionisches Tensid wie z.B. linearer 
alkoxylierter primarer Alkohol, ein Bilder-System (builder-system) (z.B. 
Phosphat), Enzym und Alkali. Das Detergens kann ebenso anionische Tenside 
und/oder ein Bleichsystem urafassen. 


• *♦ ♦ • 
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Das erfindungsgemafle lipolytische Enzym kann in Konzentrationen eingefUgt 
werden, die herkommlich in Detergenzien verwendet werden. Es ist gegenwSrtig 
beabsichtigt, dass in der erfindungsgem&Ben Detergens-Zusammensetzung die 
Lipase in einer Menge hinzugef&gt werden kann, die 0,001 bis 100 rag Lipase pro 
5 Liter Waschlauge entspricht 

Beispiele 

Die Erfindung wird weiterhin unter Bezugnahme zu den folgenden Beispielen 
illustriert, welche nicht dazu gedacht sind, den beanspruchten Schutzbereich der 
Erfindung in irgendeiner Weise zu beschranken. 

Betspiel 1 

Kultivierungs-Beispiel 

15 Samenkulturen des Stammes Fusarium culmorum CBS 513.94 wurden in 500 ml 
Schiittelflaschen tiergestellt, die 100 ml der folgenden Zusammensetzung enthiel- 
ten: - ■ - ■ 

12 g/1 
24 g/1 

Zu jeder Falsche werden 0,5 g CaC03 und 0,5 ml 01 hinzugegeben. Der pH wird 
vor der Autoklavierung auf 5,5 eingestellt. 

25 Nach 3 Tagen bei 26°C und 250 rpra, wurden 5 ml von jeder der Samenkulturen 
in Schtittelflaschen inokuliert, die 100 ml des folgenden Mediums enthielten: 



Com steep liquer (getrocknet) 
20 Glukose 
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Pepton, Difco0118 


6gn 


Pepticase r Sheffield Products 


4g/i 


Hefeextrakt,Difco0127 


3g/l 


Fleischextrakt, Difco 0126 


1,5 g/l 


Dextrose, Roquette 101-0441 


lg/t 


OlivenOl, Sigma 


lOgA 


Der pH wird vor der Autoklarvierung auf 7,3 bis 7,4 eingestellt 

Die Kultivierung fand 9 Tage bei 26°C und 250 rpm statt. Die Brtihen wurden 
zentrifugieit und der Oberstand tiber eine hydrophobe Matrix (TSK GelButyl 
ToyoPearl 650 C-SSule, erhaltlich von Tosoh Corporation, Japan) aufgereinigt 
und fQr weitere Studien verwendet 

Beispiel 2 

Charakterisierungs-Beispiel 
pH-Optimum 

Der Oberstand, erhalten nach Beispiel 1, wurde dem LU-Verfahren zur Bestim- 
mung der Lipaseaktivitat, wie oben beschrieben unterworfen und das Verhaltnis 
zwischen pH und Lipaseaktivitat des erfindungsgemaBen lipolytischen Enzyms 
wurde bei 30°C in dem Bereich von pH 6 bis pH 10 bestimmt. 

Die Ergebnisse dieser Charakterisierung sind in Figur 1 dargestellt. Das lipolyti- 
sche Enzyrn hat seinen pH-Optimum in dem Bereich von ca, pH 7 bis ca. pH 9, 
genauer urn pH 8. 


i • • • 

• " • • •* 
• ' » ♦ 


» *9 
4 « t, 
• ♦ 
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Molekulargewichts-Bestimmung 

Es wurde eine Massen-Spektrometrie vorgenommen unter Verwendung der Mat- 
rix unterstiltzten Laser-Desorptions-Ionisations-Flugzeit (laser desorption ionisa- 

5 tion time-of flight) (MALDI-TOF) Massen-Spektrometrie in einem VG analyti- 
schen TofSpec. FOr die Massen-Spektrometrie warden 2 \il der nach Beispiel 1 
erhaltenen Probe rait 2 nl ges&ttigter Matrix-L6sung (a-cyano-4- 
Hydroxyphenylpropensaure in 0,1 % TFA:Acetonitril (70:30)) gemischt und 2 |xl 
der Mischung wurden auf die Zielplatte gepunktet. Vor dem Einfiihren in das 

10 Massen-Spektrometer wurde das LOsungsmittel durch Evaporation entfernt. Die 
Probe wurde desorbiert und ionisiert durch 4 ns Laseipulsen (337 nmj bei Grenz- 
wertlaserkraft und in die Feld-freie Flugtube mit einer Beschleunigungsspannung 
von 25 kV beschleunigt Ionen wurden durch eine Mikrokanalplatte bei 1850 V 
detektiert. Die Spektren wurden auJJerhalb mit Proteinen von bekannter Masse 

15 "berechnet. 

Eine Masse von 28,4 kDa wurde bestimmt. 


N- terminate AminosSuresequenz 

Unter Verwendung von Standardmethoden zur Erhaltung und Sequenzierung von 
20 Peptiden [Findlay & Geisow (Eds.) (1989), Protein sequencing - a practical ap- 
proach; IRL Press] wurden die folgenden 25 N-terminalen Aminos&urereste des 
lipolytischen Enzyms identifiziert, wie gezeigt in SEQ ID NO:l (wobei Xaa einen 
unbekannten AminosSurerest kennzeichnet): 

25 Ala-Val-Ser-Val-Ser-Thr-Tto-As^ 
Gly-Ala-Ala-Ala-Tyr-Xaa-Asn- 
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Beispiel 3 

Lipolytische Aktivitat 

Unter Verwendung einer EinzelschichtenausrOstung (monolayer equipment) 
(KSV-5000, KSV Instruments, Finnland) wurde gezeigt, dass das lipolytische 
Enzym aus Fusarium culmorvm eine betrachtlich ansteigende Aktivitfit gegenflber 
Dicaprin in Gegenwart von langkettigen Alkoholethoxylaten hat. 

Eine gemischte Einzelschicht in einer gut definierten Gesamt-Zusammensetzung 
(overall composition), hergestellt aus einem Diglyceridsubstrat und einem Einzel- 
komponenten Alkoholethoxylat (AEO: Heptaethylenglycolmonooctadecylether) 
wurde auf die flflssige Unterphase gespriiht (10 mM Glycin, pH 10,0, 0,1 mM 
EDTA, 25°C). Der Oberfliichendruck wird fcuf den gewiinschten Wert eingestellt 
und eine gut-definierte Menge Enzym (10 LU; Lipaseeinheiten wie oben defi- 
niert) wird in die Unterphase injiziert. Die lipolytische Wirkung wird durch die 
Geschwindigkeit einer mobilen Barriere offenbart, welche die Einzelschicht 
komprimiert um einen konstanten Oberflachendruck zu erhalten, wie unlGsliche 
Substratmolekttle in Wasser lOslichere Reaktionsprodukte hydrolysiert werden, 
Bei Verwendung dieses Assays werden die lipolytischen Enzyme- durch einen 
Parameter 0 unterschieden, welcher die Endflichejifraktion des Substrates (Di- 
caprin) anzeigt, welches tmhydrolysiert durch das Enzym als lipolytischen Akti- 
vitatsstopps zurflckbleibt 

Auf diesem Weg wurde die erfindungsgemafie Lipase verglichen mit einer Asper- 
g///u5-Lipase, die herkflmmlich in Detergenzien venvendet wird (Lipolase™, er- 
haltlich von Novo Nordisk A/S, Danemark). Die Ergebnisse sind in nachstehender 
Tabelle I gezeigt. 


• » 0 9 
• » • 
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Tabelle 1 

Verbesserte Toleranz des lipolytischen Eazyms von Fusarium culomrum ver- 
glicben mit der Lipolase™. 

P(30mN/m)* 
Lipolase™ 57% 
Fusarium culmorum Lipase 25 % 

*Angewandter Oberflachendruck. 


Diese Ergebnisse zeigen, dass das lipolytische Enzym, erhalten aus Fusarium 
culmorum, im Vergleich zur Lipolase ™ beachtlich efiizienter ist, wenn Alkoho- 
lethoxylate in der Substratphase anwesend sind. 


15 Beispiel 4 

Substrataffinitat 

Es ist ein Verfahren entwickelt worden, das auf einen einfachen Vergleich der 
Fahigkeit lipolytischer Enzyme abzielt, sich in/auf einer Substratphase (OlivenOl) 
bei alkalischem pH (pH 9,0) in der Gegenwart des nicht-ionischen Tensides Do- 
20 banol 25-7 (2500 ppm) in der w&ssrigen Phase anzureichern. 

Verfahren 

1 . Zwei identische PufferlSsungen (5 ml) werden in 20 ml siegelbaren R&hren 
zubereitet ("Probe" (s) und "Referenz" (r)). 

25 2. Das Enzym wird hinzugefugt zu der "Probe" und der "Referenz" und die Lipa- 
sekonzentration wird bestimmt (X LU/ml). 
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3. OliveriSl wird auf die "Probe" hinzugefiigt und beide Lipaseldsungen werden 
stark geschattelt. Inkubation bei 4°C fiber Nacht. 

4. Die verbleibende Lipase-Konzentration in den wSssrigen Phasen wird nach 
der Inkubation bestimmt (Y i LU/ml; i=r,s). 


Zusammenfassung der Inkubationsbedineungen 


Puffer 
pH 

Substrat 
Temperatur 
Lipaseaktivit&t 
Inkubation 


I00mMGlycin(5ml). 
9,0. 

OlivenSl (5 ml). 
4°C. 

5-10 LU/ml. 

fiber Nacht (24-26 Stunden). 


Evaluierung der Paten 

Das Ergebnis wird errcchnet durch den Vergleich des Aktivitatsverlusts nach der 
Inkubation in der wSssrigen Phase in Kontakt mit OlivenSl mit dem Aktivitats- 
verlust in wSssriger Phase in Abwesenheit von OlivenGl: 


a=Ys/Y r (siehe oben) 


Die Ergebnisse sind in nachfolgender Tabelle 2 aufgefilhrt. 
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Tabelle2 
SubstrataffinitSt 

Lipolytisches Enzym a(%) 
Lipolase™ 99 % 

Fusarium culmorum Lipase 99 % 
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SEQUENZLISTE 

(2) INFORMATION Ft)R SEQ ID NO: 1 : 

(i) . SEQUENZEIGENSCHAFTEN 

(A) LANGE: 25 Aminosfiuren 

(B) TYP: Aminosaure 

(C) STRANG: einzeln 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) MOLEKOL-TYP: Peptid 

(v) FRAGMENT-TYP: N»terminal 

(vi) URSERUNGSQUELLE; 

(A) ORGANISMUS: Fusarium culmorum 

(B) STAMM: CBS 513-94 
(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE: 101., 1433 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:l: 

Ala Val Set' Val Ser Thr Thr Asp Phe Gly Asn Phe Lys Phe Tyr lie 
15 10 15 


Gin His Gly Ala Ala Ala Tyr Xaa Asn 
20 25 


ANGABEN ZU EINEM HMraaEGl^lS^odRG^ISMUS^ 


(RegelU^PCT) 


A. Die nachstehenden Angabcn betrefTea den Mikroorganismus, der in der Besch/etbtrog genannt ist 
auf Seite 3 , Zeilen 9-14 


B. KENNZE1CHNUNG DER HINTERLEGUNG 


Weitcre Hintcrfcgungcn sind auf cincm zusfltzlicben Btan gekennzetchnet □ 


Name der Hintcrlegungsstelle 


CENTRAALBUREAU VOOR SCHIMMELCULTURES 


Anschrift der Hintcrlegungsstelle (elnschllefllich Postktizahl vnd Land) 


Oosterstraat 1, Postbus 273, NL-3740 AG Bam, Niederlande 


Datum der Hintertegung 


25. Oktober 1994 


Eingangsnummer 


CBS 513.94 


C. WE HERE ANGABEN (falls nicht zutrcjftrvL bitttjret lassen) Dicse Angabcn wcrden auf eincm gesondcrten Blafl fortgesctzt □ 


Im Hinblick auf solche Benennungen, fUr die ein europaisches und/oder austra- 
lisches Patent begehrt wird, ist eine Probe des hinterlegten Mikroorganismus 
wahrend der Anh&ngigkeit der Patentanmeldung nur an einen unabhSngigen 
Experten bereitzustellen, der von der Person, welche die Probe anfordert, zu 
benennen ist (Regel 28(4) EPO / Verordnung 3.25 der Australischen Gesetzli- 
chenRegelnl991Nr. 71). 


D. BESTTMMUNGSSTAATEN; FOR DIE ANGABEN GEMACHT WERDEN (falls die Angabcn nicht JUr all* Bcstimmwgsstaaten 
gtlten) 


E. NACHRE1CHUNG VON ANGABEN (falls nicht sutrtffend. btilt fret lassen) 


Die nachstehenden Angabcn werden spaicr bciro Intemationalen Buro cingereicht (bttte Art der Angabcn nennen z.B. "Eingangsnummer der 
Hinterlegung") 


Nur zur Verwendung im Anmeldcamt 


□ Dieses Blatt ist cingegangen mil der intemationalen 
Anmeldung 


Nur zur Verwendung im Internal ionalcn Buro 


0 Dieses .BJatt ist bcim Internationale BUro cingegangen am: 


BevoIlmflchtigtCT Bediensteicr 


Bevolhnachtigter Bediensteicr 


Anne-Grethe Henriksson 
Head Clerk 


Form PCT7RO/134 (Juli 1992) 
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Patentanspruche 

1 . Lipolytisches Enzym, welches: 

a) von einem Fusarium culmorum Stamm abstammt, 

b) ein pH-Optimum in dera Bereich von ungefShr 7 bis ungefShr pH 9 hat, 
wenn dieser bei 30°C mit Tributyrin als Substrat bestimmt wird, und 

c) die folgende N-terminale Aminosauresequenz hat: 
Ala-Val-Ser-Val-Ser-Thr-Thr-Asp-Phe-Gly-Asn-Phe-Lys-P 
His-Gly-Ala-AIa-Ala-Tyr-Xaa-Asn- 

2. Lipolytisches Enzym nach Anspruch 1, welches von dem Stamm Fusarium 
culmorum CBS 513.94 abstammt. 

3. Lipolytisches Enzym nach Anspruch 1 oder 2, welches ein Molekulargewicht 
von 28,4 kDa durch Massenspektrometrie hat. 

4. Verfahren zur Zubereitung eines lipolytischen Enzyms nach einera der An- 
sprilche 1 bis 3, dieses Verfahren umfasst die Kultivierung eines Lipase- 
herstellenden Stammes von Fusarium culmorum in einem geeigneten N&hr- 
medinm, welches Kohlenstoff- und Stickstoffquellen und andere anorgahische 
Salze enthait, gefolgt von der Gewinnung des lipolytischen Enzyms. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, in welchem der Lipase-herstellende Stamm der 
Stamm Fusarium culmorum CBS 5 1 3.94 ist. 

6. Verfahren zur Zubereitung eines lipolytischen Enzyms nach einem der An- 
spruche 1 bis 3, dieses Verfahren umfasst die Isolierung eines DNA- 


Fragments kodierend flir das lipolytische Enzym; Kombinieren des DNA- 
Fragments mit einem geeigneten Expressionssignals in einem geeigneten 
Plasmidvektor; Einfuhren des Plasmidvektors in einen geeigneten Wirt entwe- 
der als ein sich autonom repiizierendes Plasmid oder integriert in das Chromo- 
som; Kultivieren des Wirtsorganismus unter Bedingungen, die zur Expression 
des lipolytischen Enzyms fiihren; und Gewinnung des Enzyms aus dem Kul- 
turmedium. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, in welchem der Wirtsorganismus bakterieller 
Herkunft ist, bevorzugt ein Escherichia colt Stamm oder ein Bacillus Stamm 
oder ein Streptomyces Stamm oder fungaler Herkunft, bevorzugt ein Asper- 
gillus Stamm, ein Neurospora Stamm, ein Fusarium Stamm oder ein Tricho- 
derma Stamm oder eine Hefezelle, bevorzugt ein Saccharomyces Stamm oder 
ein Kluyveromyces Stamm oder ein Hansenula Stamm oder ein Pichia Stamm. 

8. Detergens-Zusammensetzung umfassend das lipolytische Enzym nach einem 
der Ansprtiche 1 bis 3. 


9. Detergens-Zusammensetzung nach Anspruch 8, welche ferner ein oder mehre- 
re andere Enzyme umfasst, insbesondere Proteasen, Amylasen, Cellulasen, 
Oxidasen und/oder Peroxidasen. 

10. Detergens-Zusatz umfassend das lipolytische Enzym nach einem der Ansprti- 
che 1 bis 3, bereitgestellt in Form eines Granulats, vorzugsweise eines nicht- 
staubenden Granulats, einer Fliissigkeit, insbesondere eine stabilisierte FIGs- 
sigkeit, eines Schlamms oder eines geschQtzten Enzyms. 

1.1. Biologisch reine Kultur des Stammes Fusarium culmorum CBS 513.94. 



FIG. 1 
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